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Józef ZAJĄC 


Endogenna fosforylacja białek w błonach mitochondrrainych 
z mózgu cielęcia 


OuhoreHHoe cboccbopnujiupoBaHne OeJIKOB MUTOXOHAPUAJbHbIX MeMOpaH M3 MO3ra 
TejleHKa 


Intrinsic Protein Phosphorylation in the Mitochondrial Membranes of a Calf Brain 


Modulacja aktywności niektórych enzymów za pośrednictwem ich 
fosforylacji i defosforylacji jest jednym z mechanizmów regulowania pro- 
cesów metabolicznych (4). Taką modyfikację białek stwierdzono również 
w obrębie genomu (1) i w rybosomach (3), ale dotychczas nie sprecyzowa- 
no bliżej jej roli zarówno w procesie transkrypcji, jak i translacji. Jeszcze 
mniej wiadomo na temat roli fosforylacji i defosforylacji białek struktu- 
ralnie związanych z błonami biologicznymi. Sugeruje się najogólniej, że 
taka modyfikacja części struktur błon odgrywa rolę głównie w ich funkcji 
transportowej (2). 

W naszym doniesieniu wykazano, że błony mitochondrialne z mózgu 
również efektywnie i szybko ulegają piętnowaniu przy udziale [y—*2P] 
ATP, a dłuższa inkubacja powoduje znaczny spadek wbudowanej radio- 
aktywności. Świadczy to, że błony mitochondrialne z mózgu posiadają 
aktywność fosfotransferazy ATP: białko (EC 2.7.1.37) i fosfohydrolazy 
fosfoproteidowej (EC 3.1.3.16) oraz białka ulegające fosforylacji i defosfo- 
rylacji. 


MATERIAŁY I METODY 


“ Odczynniki specjalne. Tris-(hydroksymetyl)-aminometan i 2-merkaptoetanol 
pochodziły z firmy Serva (Heidelberg RFN), ATP, heksokinaza z drożdży (typ III) 
i albumina z osocza wołu V frakcja były firmy Sigma (St. Louis, Mo., USA). 
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[y-P] ATP o aktywności właściwej 2,3 C;/mmol pochodził z firmy Amersham (An- 
glia), Pozostałe odczynniki o czystości p.a. pochodziły z Biura Obrotu Odczynnikami 
w Gliwicach. 

Mitochondria z kory mózgowej cielęcia otrzymywano według Lovtrupa 
i Zelandera (8) z tą różnicą, że 0,44 M roztwór sacharozy używany w tej me- 
todzie zawierał 5 mM EDTA, W celu otrzymania frakcji błon mitochondria z 32 g 
istoty szarej mózgu zawieszano w 30 ml mieszaniny zawierającej: 0,05 M — trisHCl, 
pH 7,5; 0,14 M — KCI; 1 mM — EDTA oraz 1 mM — 2-merkaptoetanol i poddawano 
dezintegracji w aparacie ultradźwiękowym firmy MSE, No 7100 o mocy 100 W przy 
maksymalnej amplitudzie. Dezintegrację przeprowadzano czterokrotnie po 1 minucie 
z przerwami na chłodzenie, ażeby temperatura utrzymywała się około 0°. Mito- 
chondria po dezintegracji wirowano 30 min przy 2X10% xg. Osad przemyto trzy- 
krotnie, zawieszając go w 35 ml 5 mM EDTA o pH 7,4 na 30 min w temp. 0%, po 
czym wirowano jak wyżej. Tak otrzymaną frakcję błon zawieszano w wodzie de- 
stylowanej, uzyskując stężenie około 10 mg biatka/ml i przechowywano w stanie 
zamrożonym w —20%. Białko oznaczano metodą biuretowa (5), jako wzorca użyto 
albuminy z osocza wołu. 

Do śledzenia fosforylacji błon użyto [y-32P] ATP. Błony (1 mg białka) inkubo- 
wano w mieszaninie zawierającej: 30 mM — trisHCl, pH 7,4; 31 mM — MgCl, 
i 1 mM — [y-2PJATP (1 pC; na próbę). Objętość próby 0,5 ml, temperatura inkubacji 
309, jeśli nie podano inaczej. Reakcję rozpoczynano dodaniem błon do mieszaniny 
inkubacyjnej ogrzanej do 30% a po 3 min. przerywano dodając 4,5 ml zimnego 10% 
kwasu trójchlorooctowego. Osad przemywano trzy razy 4 ml 10% kwasu trójchloro- 
octowego, przy czym podczas drugiego przemycia osad zawieszony w kwasie trój- 
chlorooctowym ogrzewano 5 min. w 80°, Następnie osad przemyto dwa razy 5 ml 
mieszaniny metanol—eter (1:1) i oznaczano w nim radioaktywność przy użyciu licz- 
nika GM o grubości okienka 3 mg/cm?. Na podstawie aktywności właściwej użytego 
[y-2P]ATP obliczano ilość wbudowanego fosforanu i wyniki podano w nmolach na 
mg białka. 


OMÓWIENIE WYNIKÓW 


Przy użyciu [y—®P] ATP wykazano, że błony z mitochondriów 
mózgowych ulegają fosforylacji. W warunkach przeprowadzonych do- 
świadczeń inkorporacja fosforanu była proporcjonalna do stężenia białka 
w zakresie do 1,5 mg/ml (ryc. 1) i niemal całkowicie zależna od obecności 
Mg?* w mieszaninie inkubacyjnej (ryc. 2). Maksymalna fosforylacja błon 
zachodzi dopiero powyżej 10 mM Mg?* i nie ulega większym zmianom 
przy wzroście stężenia do 50 mM. Pod tym względem błony mitochon- 
drialne z mózgu wykazują podobieństwo do błon mikrosomalnych 
z wątroby szczura (6). Natomiast Weller i Rodniht (11) stwierdzili, 
że błony mikrosomalne i synaptosomalne z mózgu wołu ulegają maksy- 
malnej fosforylacji już wobec 1 mM Mg?*. Moret i inni (10) stosowali 
6 mM Mg?* do badania fosforylacji błon z mitochondriów wątroby, nie 
precyzując blizej, jakie było optymalne stężenie. Fosforylacja błon w O° 
jest niemal całkowicie zahamowana, ale efektywnie wzrasta w miarę pod- 
wyższania temperatury. Nieciągłość wykresu Arrheniusa (ryc. 3) 
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Inkorporacja 32p (nmole na probe) 


1 2 3 
Stężenie białka (mg/ml) 
Ryc. 1. Wpływ stężenia białka na fosforylację błon mitochondrialnych. Warunki 
inkubacji jak podano w tekście 
The effect of protein concentration on mitochondrial membranes phosphorylation. 
Incubation conditions were as described in the text 


Inkorporacja ?2P (nmole/mg białka) 


o 5 10 15 20 50 
mM Ma** 
Ryc. 2. Wpływ stężenia Mg?* na fosforylację błon mitochondrialnych. Warunki 
inkubacji jak podano w tekście 


The effect of Mg?+ concentration on mitochondrial membranes phosphorylation, In- 
cubation conditions were as described in the text 


moze być spowodowana zależnością fosforylacji błon od innych procesów 
w nich zachodzących (7) bądź również zmianą ich konformacji, wywołaną 
zmianami temperatury. 
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Ryc. 3. Wpływ temperatury na fosforylację błon mitochondrialnych. Warunki inku- 
bacji jak podano w tekście. T — temp. bezwzgl. 
The effect of temperature on mitochondrial membranes phosphorylation. Incuba- 
tion conditions were as described in the text. T — absolute temperature 


Preinkubacja błon mitochondrialnych z nieradioaktywnym ATP po- 
winna obniżać i w istocie obniża ich piętnowanie podczas inkubacji 
z [y—*2P] ATP (ryc. 4). Ale nawet 15 min. preinkubacja z nieradioaktyw- 
nym ATP, podczas której następuje maksymalna fosforylacja błon, po- 
woduje zahamowanie piętnowania tylko w 30%, co świadczy o tym, że 
w błonach równolegle odbywa się fosforylacja i defosforylacja białek. 
Zatem w błonach mitochondriów mózgowych, poza kinazą białkową i biał- 
kami ulegającymi fosforylacji, występuje jeszcze fosfataza fosfobiałkowa 
jako integralny składnik tego układu. Wyrażne, ale niezbyt duże obni- 
żanie piętnowania błon przez wstępną inkubację z nieradioaktywnym ATP 
przemawia za tym, że defosforylacja jest wolniejszym procesem niż fosfo- 
rylacja, przynajmniej w warunkach przeprowadzanych doświaczeń in 
vitro. 


Na istnienie aktywności fosfatazy fosfobiałkowej w błonach mitochon- 
criów mózgowych wskazuje również przebieg ich piętnowania w czasie 
(ryc. 5). Osiągnięte po kilkunastu minutach maksymalne piętno podczas 
dalszej inkubacji bardzo szybko spada, szczególnie w temp. 37°. Dodanie 
kolejnej porcji [y—*2P] ATP powoduje jedynie krótkotrwały wzrost 
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inkorporacja 3p (nmole /mg białka) 


o 5 10 15 
Czas preinkubacji ( min.) 
Ryc. 4. Wpływ pneinkubacji błon z nieradioaktywnym ATP na ich piętnowanie 
przy udziale [y-—*2P] ATP. Próby preinkubowano z mieradioaktywnym 1 mM ATP 
i we wskazanych czasach dodawano [y—*2P] ATP o dużej aktywności właściwej. Po 
3 min. dalszej inkubacji reakcję przerywano. Inne warunki inkubacji jak podano 
w tekście 
The effect of preincubation of membranes with non-radioactive ATP on their labelling 
in the presence of [y—*2P] ATP. Samples were preincubated with non-radioactive 
1 mM ATP and [y—*P] ATP of high specific radicactivity was added at indicated 
time intervals. After 3 min of further incubation the reaction was stopped. Other 
incubation were as described in the text 


piętna. Napiętnowane błony szczególnie szybko ulegają defosforylacji w 
obecności „pułapki heksokinazowej”, która bardzo efektywnie zużywa ATP. 
Fakt ten sugeruje, że spadek piętna białek w czasie dłuższej inkubacji 
spowodowany jest zużytkowaniem ATP, a także jego rozkładem przez 
ATPazę. W tych warunkach wzrasta również stężenie ADP, który hamuje 
fosforylację białek jako kompetycyjny inhibitor kinazy białkowej (9). W 
rezultacie tych zmian w określonej fazie inkubacji zaczyna przeważać pro- 
ces defosforylacji, przebiegający dwufazowo. Najpierw obserwuje się 
szybki i znaczny spadek piętna, po czym następuje faza powolnej defosfo- 
rylacji, która może być spowodowana stabilnością błon ufosforylowanych 
w określonym stopniu bądź zmianą wzajemnego, przestrzennego rozmiesz- 
czenia enzymu i substratu w warunkach doświadczalnych. Istnieje także 
możliwość kontrolowania stanu ufosforylowania błon przez fosfatazę 
strukturalnie związaną, która może mieć dostęp tylko do niektórych miejsc 
i fosfatazę rozpuszczalną kontrolującą inne miejsca, niedostępne dla en- 
zymu związanego ze strukturą błony. 
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Inkorporacja 32p ( nmole/mg białka ) 


[e) 10 20 30 40 so 60 
Czas (min.) 


Ryc. 5. Wpływ różnych warunków na piętnowanie błon mitochondrialnych. A) Prze- 
bieg w czasie inkorporacji 32P do błon (1). B) Wpływ „pułapki heksokinazowej” na 
wybudowywanie radioaktywności z napietnowanych %P błon mitochondrialnych (2). 
W doświadczeniu tym po 15 min inkubacji błon (4 ml) pobrano 0,5 ml do oznaczenia 
pietna, a do pozostałej próby dodano 3,5 mg heksokinazy i 350 umoli glukozy (0,35 
ml). Podczas dalszej inkubacji pobierano 0,55 ml próby we wskazanych czasach do 
oznaczania radioaktywności pozostałej w błonach. C) Wpływ dodatkowej porcji 
[y— 2P] ATP na piętnowanie błon dodanej w warunkach znacznego spadku ich 
radioaktywności po dłuższej inkubacji (3). Po 30 min inkubacji błon (3 ml) pobrano 
0,5 ml próbę kontrolną, dodano 0,25 ml 10 mM [y— 2P] ATP i podczas dalszej inku- 
bacji pobierano we wskazanych czasach 0,55 ml próby do oznaczania piętna w bło- 
nach. Temperatura inkubacji we wszystkich doświadczeniach wynosiła 379. Pozo- 
stałe warunki inkubacji jak podano w tekście 
The effect of various conditions on labelling of mitochondrial membranes. A) Time- 
-course of 32P incorporation into membrans (1). Effect of "hexokinase trap” on loss 
of radioactivity from 32P labelled mitochondrial membranes (2). In this experiment 
after 15 min of membrane incubation (4 ml) 0.5 ml portion was taken to determine 
the label ‚and 3.5 mg hexokinase and 350 umoles glucose were added (0.35 ml) to 
the remaining mixture. During further incubation 0.55 ml samples were withdrawn 
at indicated time intervals in order to determine the radioactivity remaining in 
membranes. C) Effect of additional [y—*2P] ATP portion on labelling of membranes, 
added under conditions of a marked decrease of their radioactivity during prolone- 
ed incubation (3) After 30 min of membrane incubation (3 ml) a 0.5 ml control 
sample was taken and 0.25 ml of 10 mM [y—3P ATP was added. During further 
incubation 0.55 ml samples were withdrawn for determining membrane label. In all 
experiments the incubation temperature was 37%. Other incubation conditions were 
as described in the text 
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OB I 


PE3SIOME 


YCTAaHOBJIEHO, YTO dpakUMA MUTOXOHĄDMAJLHBIX MeMOPAaH M3 MO3Ta 3CbQeKTKURHO 
noABepraeTca Meyennto pu yuactun /y-ŻP/AT©. IIpuOnn3uTeJIbHO 2/3 uactu BKIIO- 
YeHHOM B ÓeJJKU pAHMOAKTUBHOCTM IIOTEpAJIOCH BO BPeMA MHKYGANMM NPH OTCYTCTBKM 
ly-32P/AT©. HpeqBapuTelbHaa uHkyGanqia MeMÓpaH c HaMeueHHOi AT® noHuxaeTr 
UX CIOCOÓHOCTE K MEUeHMIO B npucyTCTBUM /y-32P/AT© TOJIbKO HEe3HAUMTEJBHO. Io- 
JNydeHHbIe NAHHBIE IIOKA3bIBAIOT, YTO B MUTOXOHĄPMAJLHbBIX MeMÓpaHax MO3ra Ha- 
pany c 6enkamu, MOĄKQONUMPYIOLINMACA (PHOCPHOPUJUPpOBAHUEM qHecbocbopuinupo- 
BAaHuem, MpuCyTCTBYeT yHACTBYKIIKE B 3TOM IIpOIIECCE IH3UMBI: IIDOTeMKMHA3A n oc- 
&onporenn&bockharasa. 


SUMMARY 


It has been established that the membrane fraction from brain mitochondria 
was effectively labelled in the presence of [y—32P] ATP. About two thirds of incor- 
porated label into proteins was lost during incubation in the absence of [y—*2P] ATP. 
Membranes preincubated with non-radioactive ATP only partially lost their ability 
for labelling in the presence of [y—*2P] ATP. These data indicate that in the brain 
mitochondrial membranes there are proteins which undergo modification through 
phosphorylation and dephosphorylation, and the enzymes phosphotransferase ATP: 
protein and phosphoprotein phosphohydrolase catalyzing this process. 


